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@ Bestimmung von Bllirubin und entsprechende Reagentien.

®) Es werden ein Verfahren zur Bestimmung von
Gesamt-Bilirubin in einer biologischen Probe nach
der Diazomethode sowie hierflir gesignete Reagen-

zien beschrieben.
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Diese Methode besteht darin, dass man bei der
Billirubin-Bestimmung ein oder mehrere Detergen-
zien der aligemeinen Formel

4

worin R,, R, n, R; und R, die in Anspruch 1
erwlihnte Bedeutung haben, verwendet.
Die Methode gemiss vorliegender Erfindung

2ur Bestimmung von Bilirubin gew#hrt eine hdhere
SLinearitﬁt, eine glinstigere Kinetik der Reaktion, die
w=di® Anwendung des Autoblanking-Systems erlaubt,

eine einfachere Reagenzienzubereitung, eine lange
:Gebrauchslﬁsungsstabilitét und eine gute Reprodu-
€\ zierbarkeit.
o Ein ganz besonders bevorzugtes Detergenz

der allgemeinen Formel | ist Dode-
&cylﬁthyldimethylammoniumbromid.

Die Reagenzien zur Bestimmung von Bilirubin
gem3ss vorliegender Erfindung kSnnen in
wéssriger L8sung oder bevorzugt in stabilisierter
und lyophilisierter Form vorliegen.
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Bestimmung von Bilirubin und entsprechende Reagentien

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren
zur Bestimmung von Gesamt-Bilirubin in einer
biologischen Probe nach der Diazomethode sowie
hierflir geeignete Reagenzien.

Die Bestimmung von Gesamt-Bilirubin nach
der Diazomethode ist eine dem Fachmann bestens
bekannte Technik. Allerdings weisen diese Metho-
de sowie die hierflir verwendeten Reagenzien sini-
ge Nachteile auf, insbesondere war es bis heuts
nicht md&glich, diese Methode in Analysenautoma-
ten nach dem sogenannten Autoblanking-Verfahren
durchzufiihren. :

Die Methode geméss vorliegender Erfindung
bzw. die hierflir vorgesehenen Reagenzien ergeben
einen Test, der sich durch die nachfolgenden
Uberraschenden Vorteile auszeichnet:

-h&here Linearitét

-glnstige Kinetik der Reaktion, die die Anwendung
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worin R, gerades oder verzweigtes Alkyl mit 10-16
C-Atomen bedeutet, R, Sauerstoff oder gerades
oder verzweigtes Alkyl mit 1-4 C-Atomen bedeutet;
Rs;, sofern n = 0 ist, Wasserstoff oder gerades
oder verzweigtes Alkyl mit 1-4 C-Atomen oder -
(CH;-CH,-O),H bedeutet, wobei x eine ganze Zahl
von 1-5 ist, R;, sofern n = 1 und R, Sauerstoff
bedeutet, gerades oder verzweigtes Alkyl mit 1-1
C-Atomen oder -(CH,-CH,-O),H bedeutet, wobei x
eine ganze Zahl von 1-5 ist, R;, sofern n = 1 und
R. gerades oder verzweigies Alkyl mit 1-4 C-Ato-
men bedeutet, gerades oder verzweigtes Alkyl mit
1-4 C-Atomen bedeutet; R, sofem n = 0 ist,
Wasserstoff oder gerades oder verzweigtes Alkyl
mit 1-4 C-Atomen oder -(CH»CH,-O),H bedeutet,
wobei x eine ganze Zahl von 1-5 ist, R,, sofern n =
1 und R, Sauerstoff bedeutet, gerades oder verz-
weigtes Alkyl mit 1-4 C-Atomen, oder ~(CH,-CH,-
O)H bedeutst, wobsi x eine ganze Zahl von 1-5
ist, Ry, sofern n = 1 und R, gerades oder verz-
weigtes Alkyl mit 1-4 C-Atomen, gerades oder ver-
zweigtes Alkyl mit 1-10 C-Atomen bedeutet; oder
Rz, R; und R, zusammen mit dem Stickstoffatom
eine Pyridiniumgruppe bilden, wobei in diesem
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des Autoblanking-Systems erlaubt
-einfachere Reagenzienzubereitung
-lange Gebrauchsisungsstabilitat und

-gute Prézision und gute Reproduzierbarkaeit.

Bekanntlich besteht ja die Diazomethode zur
Bestimmung von Bilirubin darin, dass das in der
biologischen Probe enthaitene Bilirubin mit einer
Diazonium-Verbindung zu einem Farbstoff reagiert,
dessen Intensitét der Menge an Bilirubin in der
Probe entspricht.

im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde
nun {berraschend gefunden, dass die oben
erwdhnten Vorteile erzielt werden kdnnen, wenn
man bei der Bilirubin-Bestimmung nach der Diazo-
methode ein oder mehrere Detergenzien der allge-
meinen Formel

Fall, sowie im Falle, dass n = 1 und R, gerades
oder verzweigtes Alkyl mit 1-4 C-Atomen bedeutst,
ein entsprechendes Anion vorhanden ist,

verwendet.

Bevorzugte Detergenzien (im nachfolgenden
auch als Acceleratorreagenzien bezeichnet) der
Formel 1| sind N,N-Dimethyl-decylamin, N,N-
Dimethyl-dodecylamin, N,N-Dimethyl-tetradecyla-
min, N,N-dimethyl-hexadecylamin, Didecyldimethy-
lammoniumchlorid, Dodecyltrimethylammoniumch-
lorid, Dodecyltrimethylammoniumbromid, Dode-
cyldthyldimethylammoniumbromid, Dodecylpyridi-
niumchlorid, Tetradecyltrimethylammoniumbromid
sowie N,N-Dimethyldodecylaminoxid. Ein ganz be-
sonders bevorzugtes Detergenz der aligemsinen
Formel | ist Dode-
cylathyidimethylammoniumbromid.

Nach einem ersten Aspekt betrifft die vorlie-
gende Erfindung ein wéssriges Reagenz zur Be-
stimmung von Gesamt-Bilirubin in einer biologi-
schen Probe enthaltend einerseits

a) ein oder mehrere Detergenzien der allge-
meinen Formel!



3 0 217 197 4

(Ry)

" _r
/ 3
IR

worin R, gerades oder verzweigtes Alkyl mit 10-16
‘C-Atomen bedeutet, R. Sauerstoff oder gerades
oder verzweigtes Alkyl mit 1-4 C-Atomen bedeutet;
R,, sofern n =0 ist, Wassarstoff oder gerades oder
verzweigtes Alkyl mit 1-4 C-Atomen oder -(CH.-
CH,-0),H bedeutet, wobei x eine ganze Zahl von 1-
5§ ist, R,, sofern n = 1 und R, Sauersioff bedeutet,
gerades oder verzweigtes Alkyl mit 1-4 C-Atomen
oder -(CH,-CH,-O),H bedeutet, wobei x eine ganze
Zahl von 1-5 ist, R;, sofern n = 1 und R, gerades
oder verzweigtes Alkyl mit 1-4 C-Atomen bedeutet,
gerades oder verzweigtes Alkyl mit 1-4 C-Atomen
bedeutet; R., sofern n = 0 ist, Wasserstoff oder
gerades oder verzweigtes Alkyl mit 1-4 C-Atomen
oder ~(CH,-CH.-O),H bedeutet, wobei x eine ganze
Zahl von 1-5 ist, R,, sofern n = 1 und R, Sauerstoff
bedeutet, gerades oder verzweigtes Alkyl mit 1-4
C-Atomen, oder -(CH,-CH,-O)H bedeutet, wobei x
eine ganze Zahi von 1-5 ist, R, sofem n = 1 und
R, gerades oder verzweigtes Alkyl mit 1-4 C-Ato-
men, gerades oder verzweigtes Alkyl mit 1-10 C-
Atomen bedeutet; oder R,, R; und R, zusammen
mit dem Stickstoffatom eine Pyridiniumgruppe bil-
den, wobei in diesem Fall, sowie im Falle, dass n
= 1 und R. gerades oder verzweigtest Alky! mit 1-
4 C-Atomen bedeutet, ein entsprechendes Anion
vorhanden ist,

b) eine aromatische Aminoverbindung, die
sich mit Nitrit in eine bei der Bilirubinbestimmung
Ubliche Diazoniumverbindung {iberflihren Idsst,

c) eine starke S3ure, und andererseits

d) eine wissrige Nitritisung.

Nach einem zweiten Aspekt betrifft die vorlie-
gende Erfindung ein wissriges Reagenz zur Be-
stimmung von Gesamt-Bilirubin in —einer biologi-
schen Probe enthaltend

8) ein oder mehrere Detergenzien der alige~
meinen Formel |,

b) eine bei der Bilirubinbestimmung Ubliche
Diazoniumverbindung und

¢) eine starke Siure.

In den vorerwihnten wissrigen Reagenzien ist
das Detergenz der aligemeinen Formel 1 bevorzugt
in einer Konzentration von 0,25-10%, insbesondere
in einer Konzentration von 1-3% vorhanden.

Die aromatische Aminoverbindung ist bevor-
2ugt in einer Konzentration von 0,5-40 mM, beson-
ders bevorzugt in einer Konzentration von 1-30 mM
vorhanden.
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Als bevorzugte starke SZuren kommen Amido-
schwefelsdure, Salzsdure sowie Schwefelsdure in
Betracht. .

Die Konzentration an Amidoschwefelsiure liegt
vorzugsweise im Bereich von 0,025-1 M/, insbe-
sondere in einem Bereich von 0,10-0,25 M/ und
der pH des Reagenz ist vorzugsweise zwischen 1
und 3.

Bei Verwendung von Salzsiure ist die Konzen-
tration bevorzugt im Bereich von 0,01-0,5 M/, ins-
besondere im Bersich von 0,05-0,2 M/, und der pH
des Reagenz ist vorzugsweise 1-3.

Bei Verwendung von Schwefelsdure liegt die
Konzentration vorzugsweise im Bereich von 0,01-
0,5 M/, insbesondere im Bereich von 0,05-0,25 M/
und der pH des Reagenz ist vorzugsweise zwi-
schen 1 und 3.

Die aromatische Aminoverbindung, die sich mit
der Nitritlbsung zur entsprechenden Diazoniumver-
bindung umsetzen i&sst, ist vorzugsweise 4-Amino-
benzolsulfonsdure, 2,4-oder 2,5-Dichloranilin, 4-Ni-
troanilin, 2-Methoxy-4-nitroanilin oder 2-Methoxy-5-
nitroanilin.

Die vorerwdhnte Nitritisung ist vorzugsweise
in einer Konzentration von 4-100 mM/l vorhanden.

Sofern das Reagenz bereits die fertige Diazo-
niumverbindung enthilit, handelt es sich hierbei
vorzugsweise um diazotiete Aminobenzotsul-
fons&ure oder diazotiertes 2,4-oder 2,5-Dichloranilin
oder diazotiertes 4-Nitroanilin oder 2-Methoxy-4-
nitroanilin oder 2-Methoxy-5-nitroanilin. .

Die Konzentration an Diazoniumverbindung in
der wiéssrigen L8sung liegt vorzugsweise im Be-
reich von 0,10-5,0 g/, insbesondere in einer Kon-
Zentration von 0,15-3,0 gA.

Die bevorzugten Detergenzien der aligemeinen
Formel | wurden bereits eingangs erwdhnt, doch
kann hierzu noch bemerkt werden, dass die Substi-
tuenten R; und R, in der allgemeinen Formel |
bevorzugt die gleiche Bedeutung haben..

Nach einem dritten Aspekt betrifft die vorlie-
gende Erfindung ein stabilisiertes und lyophilisier-
tes Reagenz zur Bestimmung von Gesamt-Bilirubin
in einer biologischen Probe enthaltend diazotierte
Aminobenzolsulfons8ure, diazotiertes 4-Nitroanilin,
2-Msthoxy-4-nitroanilin, 2-Methoxy-5-nitroanilin,
2,4-Dichloranilin oder 2,5-Dichloranilin, sowie ein
oder mehrere Detergentien der aligemeinen Formel
L.
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Nach einem vierten Aspekt betrifft die vorlie-
gende Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung
-von Gesamt-Bilirubin in einer biologischen Probe
nach der Diazomethode bei stark saurem pH,
dadurch gekennzeichnet, dass ein oder mehrere
Detergentien der allgemeinen Formel | verwendet
werden.

Nach einem flnften Aspekt betrifft die vorlie-
gende Erfindung die Verwendung eines Detergenz
der allgemeinen Formel 1 in einem Verfahren zur
Bestimmung von Gesamt-Bilirubin nach der Diazo-
methode bei stark saurem pH in einer biologischen
Prabe.

Nach einem sechsten Aspeki betrifft die vorlie-
gende Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung
von Gesamt-Bilirubin in einer biologischen Probe
nach der Diazo-Methode bei stark saurem pH nach
dem Autoblanking-Verfahren, dadurch gekenn-
zeichnet, dass ein oder mehrere Detergenzien der
allgemeinen Formel | verwendet werden.

Die nachfolgenden Beispiele erldutern die Er-
findung:

Beispiel 1

-Reagensidsungen:

(E2P-E1P)-RL

(E3S-E1S)-RL
o
s

Probe

Standard bzw.

Reagenzienleerwert (RL) wird systematisch
vom Ger&t gemessen und abgezogen.

- durch Faktor:

Die Abbildung 1 zeigt die Linearit&tspriifung
mit einem hochkonzentrierten Bilirubinkontrollse-
rum (42,8 mg/dl). ’

Beispie! 2

-Reagensidsungen

16

20

25

Die ReagenslSsung 1 enthdlt 20 g Dode-

" cylathyidimethylammoniumbromid und 5,195 ¢

Sulfanilsdure aufgeist in einem Liter 0,05 N
Salzsdure. Das Reagens 2 ist eine 6,25 mmol
wéssrige Natriumnitritidsung. Das Reagens 1 wird
mit Reagens 2 im Verhdlinis 5 zu 1 gemischt.
Nach 1 Minute bei RT ist das Reagensgemisch
gebrauchsfertig.

-Testdurchfithrung auf Cobas-Bio®

Das Gebrauchsreagens wird mit Serum bzw.
Bilirubinstandard bei einer determinierten Tempera-
tur (25°C, 30°C oder 37°C), im Verhilinis 17,5:1
gemischt. Die Extinktion wird bei 5§50 nm genau
nach 4,5 Sekunden und wieder nach 304,5 Sekun-
den gemessen.

-Auswertung :

-durch Vergleich der Extinktionsdifferenz mit
einem Bilirubinstandard oder sinem Kontrollserum:

X Bilirubinkonzentration (S)

Kontrollserum.

40
ng/dl = 18,09 x AE
umol/1l = 309 X AE
siehe Beispiel 1
-Testdurchfiihrung: manuelles Vorgehen
In Kivetten (Schichidicke 1 cm) werden bei
Raumtemperatur die ReagenzieniGsungen in der
55 folgenden Weise pipettiert:
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~ Reagensgemisch
-~ Probe

Es wird gut gemischt, worauf man das Gemi-
sch wéhrend 10 Minuten bei RT stehen lisst. In
den folgenden 60 Minuten werden die Extinktion
der Probe gegen Analyseleerwert bei 546 nm oder
550 nm abgelesen.

Mit frischem Reagensgemisch (1 Tag bei RT
oder 5 Tage bei 4°C) kann man den Reagenzien-

E(A)-E(AL)
E(S)-E(SL)

durch Faktor

Boispiel 3
- ien
=Lyophilisiertes Diazoreagens

In eine 25 mmol wissrige Amido-
schwefelsiurelsung werden der Reihe nach aui-
geldst:

4 g D-Mannit
1 g Dextran 32 und
2,4 g diazotierte Sulfanils3ure, Tetrafluoboratsalz.

Die Ldsung wird auf 1 Liter aufgefiit und fUr die
Lyophilisation in 3 mi-Portionen verteilt. Wenn die
Temperatur im Lyophilisator -40°C erreicht, wird
das Vakuum (0,1 mm Hg) eingestelit. Dann werden
die Platten bis 10°C unter Vakuum whrend ca. 16
Stunden erhitzt. Schliesslich wird das Lyophilisat
wéhrend 2 Stunden bei 20°C unter Vakuum ge-
trocknet.

- leratorreagens

Zu einer 025 M wissrigen Amido-
schwefelsdurel&sung werden der Reihe nach zuge-

Analyse (A)
- Reagensldsung 1 -

1,0 ml
0,10 ml
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Analyseleerwert (AL)
1,0 ml-

0,10 ml

leerwert vernachlissigen.

-Auswertung

durch Vergleich der Extinktionsdifferenz mit
Bilirubinstandard oder Kontroliserum:

X Bilirubinkonzentration (s)

12,4 x AE (mg/dl)
212 x AE (umol/1l).

geben:

75 ml Dodecyldimethylaminoxid (30% wissrige
L&sung)

1 g Methylparaben und
25 g D-Mannit.

Die L&sung wird auf 1 Liter aufgeflllt.

Diese L&sung kann als fllissiges Reagens ge-
braucht werden oder, wie oben, nach Vertsilung in
6 mi-Portionen, lyophilisiert werden.

-Gebrauchsreagenzien

Das lyophilisierte Diazoreagens wird in 3 mi
entionisiertem Wasser aufgelést. Sofern das Acce-
leratorreagens lyophilisiert ist, wird es in 6 mi ent-
ionisiertern Wasser aufgel&st.

-Testdurchfiihrung auf Cobas Bio®

Die Acceleratorreagensidsung wird mit einer
Serumprobe (P) oder sinem Bilirubinstandard (S)
bei einer determinierten Temperatur (25°C, 30°C
oder 37°C) im Verhiltnis 12,5:1 gemischt. Nach
einer Inkubationszeit von 10 Sekunden wird die
Extinktion bei 550 nm gemessen (= Analyseleer-
wert). Dann werden 40 Mikroliter Diazorea-
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gensidsung in die Kiivette zugegeben und die Ex- ~ -Ausweriung:
tinktion nach 1 Sekunde und wieder nach 301
Sekunden abgelesen. Durch Vergleich der Extinktionsdifferenz mit
einem Bilirubinstandard bzw. mit einem Konirolise-
5  rum:

(E;P-E1P)-AL-RL 3 .
X Bilirubinkonzentration (S)

(E»S-E;S)-SL-RL

Probe

Standard
AL = Analyseleerwert, SL = Standardleerwert

n o
il 1

RL = Reagenzienleerwert von Geridt systematisch
gemessen und abgezogen.

16,10 x AE fiir mg/d4l
275 x AE fiir umol/1

- durch Faktor:

% mg Bilirubin/dl).
-Abbildung 2:
Beispiel 4

Kinetik der Reaktion mit einer
Verdlinnungsreihe von Kontrollserumgemisch (40,4

- Reagenzien

- Lyophilisiertes Diazoreagens

- Acceleratorreagens Slehe Beispiel 3

—~ Gebrauchsreagenzien: siehe Beispiel 3

-Diazoreagensl&sung: 0,20 ml
-Testdurchfihrung: manuelles Vorgehen.
. gut mischen und nach 6 Minuten Extinktion (E2)
in Klvetten (Schichtdicke 1 cm) werden bei  %° gegen Wasser ablesen.
Raumtemperatur die Reagenzienl&sungen in der -
folgenden Weise pipettiert:

-Auswertung
-Probe bzw. Standard: 0,10 mi ’
50 -Durch Vergleich der Extinktionsdifferenz mit
-Acceleratorreagenzldsung: 1,00 ml einem Bilirubinstandard bzw. mit einem Kontrolise-
rum: :
gut mischen und Extinktion (E1) bei 546 nm oder ’
550 nm gegen Wasser ablesen. s
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E2P-E31P
E»S-E;S

- durch Faktor:
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X Bilirubinkonzentration (S)

16,3 x AE (mg/dl)

279

10

X AE (umol/1l)

Richtigkeit mit Kontroliseren (Konzentration in
mg/di).

-Abbildung 3
Beispiel 5
15 -Reagenzien
- Lyophilisiertes Diazore . . .
Yop Zoreagenz  giophe Beispiel 3
- Acceleratorreagenz
-mit Faktor = 16,80 * AE (mg/di)
-Gebrauchsreagenzien

-Sofern das Acceleratorreagenz lyophilisiert ist,
wird es in 6 mi entionisiertem Wasser aufgel&st.

-Das Diazoreagens wird in 18 mi Accelerator-
reagenzisung aufgel&st.

-Testdurchtihrung auf Cobas Bio®

Das Gebrauchsreagens wird mit Serum bzw.
Bilirubinstandard bei einer determinierten Tempera-
tur (25°C, 30°C oder 37°C), im Verhiitnis 17,5:1
gemischt. Die Extinktion wird genau nach 4,5 Se-
kunden bei 550 nm und wieder nach 304,5 Sekun-
den gemessen.

-Augwertung:

-Vergleich der Extinktionsdifferenz wie in Bei-
spiel 3

- Acceleratorreagenslﬁsung
- Gebrauchsreagenslasung
- Serum bzw. Standard

Es wird gut gemischt, worauf nach 6 Minuten
die Extinktion gegen die Extinktion (AL) bei 546 nm
bzw. 550 nm abgelesen wird.

25

35

45

= 287 * AE (umolfl).

-Abbildung 4:

Kinetik der Reaktion mit der Verdlinnungsreihe
von einem Kontrollserumgemisch (40,4 mg/di).

Beispiel 6

-Reagenzien

siehe Beispiel 5

-Testdurchfihrung: (manuelles Vorgehen)

In Kivetten (Schichtdicke 1 cm) werden bei
Raumtemperatur die unten angegebenen L&sungen
wie folgt pipettiert:

Analyse (A) Analyseleerwert (AL)

65

1,0 ml
0,10 ml

1,0 ml

0,10 ml

Fir jede Serie wird ein Reagenzienleerwert ge-
messen (Gebrauchsreagenzl&sung).
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-durch Extinktionsdifferenz mnit einem Stan-
dard

E(A)-E(AL)-RL x Bilirubinkonzentration (s)

13,20 x AE (mg/d4l)

226 x AE (umol/1l).

-Ausweriung
E(S)-E(SL)-RL
mit Faktor:
Beispiel 7

-Lyophilisiertes Monoreagens

In eine 0,333 M wissrige Amidoschwefelsdure
L&sung werden der Reihe nach zugegeben und
gemischt
60 g Dodecyléthyldimethylammoniumbromid
3 g Dexiran 32 und
1 g diazotierte Sulfanils&ure, Tetrafluoroboratsalz.
Die Losung wird auf 1 Liter aufgeflilt und flir die
Lyophilisation in 2 mi-Portionen verteilt. Die Lyophi-

lisation wird wie im Beispiel 3 beschrieben durch-
gefihrt.

-Gebrauchsreagenz:

Das Lyophilisat wird in 6 ml entionisiertem
Wasser aufgeltst. Dieses Reagenz ist flr Analyse-
nautomaten besonders glinstig.

=Testdurchflihrung auf Cobas Bio®

wie im Beispiel 1 beschrieben.

-Auswertung:

-durch Vergleich mit Standard bzw. Kontrollse-
rum siehe Beispiel 1

- Durch Faktor: 16,95 * AE (mg/dl)

290 * AE (umol).

-Abbildung S
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Recovery Studie mit Kontroliserumgemischen -
(23-366 Lmol).

Beispiel 8

Lyophilisiertes Monoreagens mit diazotiertem
2,4-Dichloranilin

-Lvophilisiertes Monoreagens

In eine 0333 M wissrige Amido-
schwefelsédureldsung werden der Reihe nach zuge-
geben und gemischt:
30 g Dodecylathyldimethylammoniumbromid
6 g Dextran 32 und

1,4 g diazotiertes 2,4-Dichioranilin mit Naphthalindi-
sulfons3ure-Natriumsalz stabilisiert.

Die Ldsung wird auf 1 Liter aufgeflillt und flir die

Lyophilisation in 2 mi-Portionen verteilt (sishe Bei-
spiel 3).

-Gebrauchsreagens

Das Lyophilisat wird in 6 ml entionisiertem
Wasser aufgeldst.

= Testdurchfiihrung auf Cobas-Bio®

wie in Beispiel 1 beschrieben

-Auswertung:

-durch Vergleich mit Standard bzw. Kontrolise-
rum wie in Beispiel 1 beschrieben

-mit Faktor: 19,80 * AE (mg/dl)
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= Abbildung 6:

. Linearitétsprifung mit einem hochkonzentrier-
ten Bilirubinkontrollserum (37,7 mg/dl).

Beispiel 9

Lyophilisiertes Monoreagens mit diazotiertem
2,5-Dichloranilin

-Lvophilisiertes Monoreagens

in eine 0333 M wissrige Amido-
schwefelsdureldsung werden der Reihe nach zuge-
geben und gemischt:

30 g Dodecyléthyldimethylammoniumbromid
6 g Dextran 32 und

1,4 g diazotiertes 2,5-Dichioranilin mit Naphthalindi-
sulfonsdure-Natriumsaiz stabilisiert.

Die Ldsung wird auf 1 Liter aufgeflilit und fUr die
Lyophilisation in 2 mi-Portionen verteilt (siehe Bei-
spiol 3).

=Gebrauchsreagens

Das Lysophilisat wird in 6 ml entionisiertemn
Wasser aufgel&st.

Yestdurchflihrung auf Cobas-Bio®

Das Gebrauchsreagens wird mit Serum bzw.
Bilirubinstandard bei 25°C, im Verhiltnis 17,5:1
gemischt. Die Extinktion wird bei 550 nm genau
nach 4,5 Sekunden und wieder nach 304,5 Sekun-
den gemessen.

-Auswertung

<durch Vergleich der Extinktionsdifferenz mit
einem Bilirubinstandard oder einem Kontroliserum

-durch Faktor: mg/dl = 21,11 * AE
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umolt = 361 * AE.

Beispiel 10

Lyophilisiertes Monoreagens mit 4 Nitrobenzol-
diazonium,tetrafluorboratsalz

-Lyophilisiertes Monoreagens
In eine 0333 M wissrige Amido-

schwefelsédurelSsung werden der Reihe nach zuge-
geben und gemischt:

54 ml Dodecyidimethylamin

6 g Dextran 32

0,6 g 4 Nitrobenzoldiazonium,tetrafluorboratsalz

Die L&sung wird auf 1 Liter aufgefUllt und fur die
Lyophilisation in 2 mi-Portionen vertsilt (siehe Bei-
spiel 3).

-Gebrauchsreagens

Das Lyophilisat wird in 8 ml entionisiertem
Wasser aufgel&st.

-Testdurchfibrung auf Coba-Bio®

Die Testdurchfhrung erfolgt wie in Beispiel 9.

-Auswertung

-durch Vergleich der Extinktionsdifierenz mit
einem Bilirubinstandard oder einem Kontrollserum

~durch Faktor: mg/dl = 18,44 * AE

umoll = 315,1 * AE.

Anspriiche

1. Wiéssriges Reagens zur Bestimmung von
Gesamt-Bilirubin in einer biologischen Probe ent-
haltend einerseits

a) ein oder mehrere Detergenzien der alige-
meinen Formel
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(Ry)

—%3

R—N
1 \R

worin R, gerades oder verzweigtes Alkyl mit 10-16
C-Atomen bedeutet, R, Sauerstoff oder gerades
oder verzweigtes Alkyl mit 1-4 C-Atomen bedeutet;
R., sofern n = 0 ist, Wasserstoff oder gerades
oder verzweigtes Alkyl mit 1-4 C-Atomen oder -
(CH-CH,-0O),)H bedeutet, wobei x eine ganze Zahl
von 1-5 ist, R, sofern n =-1 und R, Sauerstoff
bedeutet, gerades oder verzweigtes Alkyl mit 1-4
C-Atomen oder -(CH,-CH,-0),H bedeutet, wobei x
eine ganze Zahi von 1-5 ist, Ry, sofern n = 1 und
R. gerades oder verzweigtes Alkyl mit 1-4 C-Ato-
men bedeutet, gerades oder verzweigtes Alky! mit
1-4 C-Atomen bedeutet; R, sofern n = 0 ist,
Wasserstoff oder gerades oder verzweigtes Alkyl
mit 1-4 C-Atomen oder -(CH,-CH,-O),H bedeutet,
wobei x eine ganze Zahl von 1-5 ist, R,, sofern n =
1 und R. Sauerstoff bedeutef, gerades oder verz-
weigtes Alkyl mit 1-4 C-Atomen, oder -(CH,-CH.-
O)H bedeutet, wobei x eine ganze Zahl von 1-5
ist, R, sofern n = 1 und R, gerades oder verz-
weigtes Alkyl mit 1-4 C-Aiomen, gerades oder ver-
zweigtes Alkyl mit 1-10 C-Atomen bedeutet; oder
R. R: und R. zusammen mit dem Stickstoffatom
sine Pyridiniumgruppe bilden, wobei in diesem
Fali, sowie im.Falle, dass .n .= 1 und R, gerades.
oder verzweigtes Alkyl mit 1-4 C-Atomen bedsuiet,
ein entsprechendes Anion vorhanden ist,

b) eine aromatische Aminoverbindung, die
sich mit Nitrit in eine bei der Bilirubinbestimmung
Ubliche Diazoniumverbindung Uberflihren 1dsst,

c) eine starke S&ure, und andererseits

d) eine wissrige Nitritlosung.

2. Wiéssriges Reagens zur Bestimmung von
Gesamt-Bilirubin in einer biologischen Probe ent-
haltend

a) ein oder mehrere Detergenzien der allge-
meinen Formel |,

b) eine bei der Bilirubinbestimmung Ulbliche
Diazoniumverbindung und

c) eine starke Siure.

3. Wissriges Reagens nach Anspruch 1 oder
2, dadurch gekennzeichnet, dass das Detergens
der allgemeinen Formel | in einer Konzentration
von 0,25 -10% vorhanden ist.

4. Wdssriges Reagens nach Anspruch 3,
dadurch gekennzeichnet, dass das Detergens der
aligemeinen Formel | in einer Konzentration von 1 -
3% vorhanden ist.

5. Wissriges Reagens nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass die aromatische
Aminoverbindung in einer Konzentration von 0,5-40
mM vorhanden ist.
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6. Wissriges Reagens nach Anspruch 5,
dadurch gekennzeichnet, dass die aromatische
Aminoverbindung in einer Konzentiration von 1-30
mM vorhanden ist.

7. Wissriges Reagens nach Anspruch 1 oder
2, dadurch gekennzeichnet, dass die starke Siure
Amidoschwefelséure ist.

8. Wissriges Reagens nach Anspruch 7,
dadurch gekennzeichnet, dass die Amido-
schwefeisdure in einer Konzentration von 0,025-1
M/ vorhanden ist und der pH des Reagens 1-3 ist.

9. Widssriges Reagens nach Anspruch 8,
dadurch gekennzeichnet, dass die Amido-
schwefelsdure in siner Konzentration von 0,10-0,25
M/ vorhanden ist und der pH des Reagens 1-3 ist.

10. Wissriges Reagens nach Anspruch 1 oder
2, dadurch gekennzeichnet, dass die starke Siure
Salzsiure ist. :

11. Wdssriges Reagens nach Anspruch 10,
dadurch gekennzeichnet, dass die Salzs&ure in ein-
er Konzentration von 0,01-0,5 M/l vorhanden ist
und der pH des Reagens 1-3 ist.

12. Wissriges Reagens nach Anspruch 11,
dadurch gekennzsichnet, dass die Salzs3ure in ein-
er Konzentration von 0,05-0,2 M/ vorhanden ist
und der pH des Reagens 1-3 ist.

13. Wiéssriges Reagens nach Anspruch 1 oder
2, dadurch gekennzeichnet, dass die starke S#ure
Schwefelsiure ist.

14. Wissriges Reagens nach Anspruch 13,
dadurch gekennzeichnet, dass die Schwefelsiure
in einer Konzentration von 0,01-0,5 M/ vorhanden
ist und der pH des Reagens 1-3 ist.

15. Wiéssriges Reagens nach Anspruch 14,
dadurch gekennzeichnet, dass die Schwefelsiure
in einer Konzentration von 0,05-0,25 M/l vorhanden
ist und der pH des Reagens 1-3 ist.

16. Wiéssriges Reagens nach Anspruch 2,
dadurch gekennzeichnet, dass die Diazoniumver-
bindung in einer Konzentration von 0,10-50 g/l
vorhanden ist.

17. Wissriges Reagens nach Anspruch 16,
dadurch gekennzeichnet, dass die Diazoniumver-
bindung in einer Konzentration von 0,15-3,0 g/l
vorhanden ist.

18. Wissriges Reagens nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass die Nitritidsung in
einer Konzentration von 4 -100 mM/I vorhanden ist.

19. Wissriges Reagens nach Anspruch 1 oder
2, dadurch gekennzeichnet, dass die Substituenten
R: und R, in der aligemeinen Formel 1 die gleiche
Bedeutung haben.
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20. Wissriges Reagens nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass die aromatische
Aminoverbindung 4-Aminobenzolsulfonsiure, 2,4-
oder 2,5-Dichloranilin, 4-Nitroanilin, 2-Methoxy-4-ni-
troanilin oder 2-Methoxy-5-nitroanilin ist.

21. Wissriges Reagens nach Anspruch 2,
dadurch gekennzeichnet, dass die Diazoniumver-
bindung diazotierte Aminobenzoisulfonsdure oder
diazotiertes 2,4-oder 2,5-Dichloranilin oder diazo-

tiertes 4-Nitroanilin oder 2-Methoxy-4-nitroanilin
" oder 2-Methoxy-5-nitroanilin ist.

22. Wissriges Reagens nach einem der An-
spriche 1-21, dadurch gekennzeichnet, dass das
Detergens der aligemeinen Formel | N,N-Dimethyl-
decylamin ist.

23. Wissriges Reagens nach einem der An-
spriche 1-21, dadurch gekennzeichnet, dass das
Detergens der Formel | N,N-Dimethyl-dodecylamin
ist.

24. Wissriges Reagens nach einem der An-
sprilche 1-21, dadurch gekennzeichnet, dass das
Detergens der Formel | N,N-Dimethyl-tetradecyla-
min ist.

25. Wissriges Reagens nach einem der An-
sprliche 1-21, dadurch gekennzeichnet, dass das
Detergens der Formel 1 N,N-Dimethyl-hexadecyla-
min ist.

26. Wissriges Reagens nach einem der An-
sprUche 1-21, dadurch gekennzeichnet, dass das
Detergens der Formel | Didecyldimethylammo-
niumchlorid ist.

27. Wissriges Reagens nach einem der An-
sprliche 1-21, dadurch gekennzeichnet, dass das
Detergens der Formel | Dodecyltrimethylammo-
niumchiorid ist.

28. Wissriges Reagens nach einem der An-
sprlche 1-21, dadurch gekennzeichnet, dass das
Detergens der Formel | Dodecyltrimethylammo-
niumbromid ist.

29. Wissriges Reagens nach einem der An-
spriiche 1-21, dadurch gekennzeichnet, dass das
Detergens der Formel I Dode-
cylithyldimethylammoniumbromid ist.

30. Wissriges Reagens nach einem der An-
spriche 1-21, dadurch gekennzeichnet, dass das
Detergens der Formel | Dodecylpyridiniumchlorid
ist.

31. Wissriges Reagens nach einem der An-
spriiche 1-21, dadurch gekennzeichnet, dass das
Detergens der Formel | Tetradecyltrimethylammo-
niumbromid ist.

32. Wissriges Reagens nach einem der An-
spriiche 1-21, dadurch gekennzeichnet, dass das
Detergens der Formel | N,N-Dimethyldodecylami-
noxid ist.

33. Stabilisiertes und lyophylisiertes Reagens
zur Bestimmung von Gesamt-Bilirubin in einer
biologischen Probe enthaltend diazotierte Amino-
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benzolsulfonsiure, diazotiertes 4-Nitroanilin, 2-
Methoxy-4-nitroanilin, 2-Methoxy-5-nitroanilin, 2,4~
Dichioranilin oder 2,5-Dichloranilin, sowie ein oder
mehrere Detergentien der aligemeinen Formel |
gemiss Patentanspruch 1.

34. Reagens nach Anspruch 33, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Detergens der allgemeinen
Formal | N,N-Dimethyldodecylamin-oxid ist.

35. Reagens nach Anspruch 33, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Detergens der allgemeinen
Formel | N,N-Dimethyldodecylamin ist.

36. Reagens nach Anspruch 33, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Detergens der allgemeinen
Formel | Dodecyléthyidimethylammoniumbromid
ist.

37. Reagens nach Anspruch 33, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Detergens der allgemeinen
Formel 1 Dodecyltrimethylammoniumbromid ist.

38. Reagens nach Anspruch 33, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Detergens der aligemeinen
Formel | Tetradecyltrimethylammoniumbromid ist.

39. Reagens nach Anspruch 33, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Detergens der aligemeinen
Formel | Dodecylpyridiniumchiorid ist.

~ 40. Vertahren zur Bestimmung von Gesamt-
Bilirubin in einer biologischen Probe nach der
Diazo-Methode bei stark saurem pH, dadurch ge-
kennzeichnet, dass ein oder mehrere Detergentien
gemdss allgemeiner Formel | geméss Anspruch 1
verwendet werden.

41. Verfahren zur Bestimmung von Gesamt-
Bilirubin in einer biologischen Probe nach der
Diazo-Methode bei stark saurem pH, dadurch ge-
kennzeichnet, dass in oder mehrere Detergentien
gemaiss Anspriichen 22-32 verwendet werden.

42. Verfahren zur Bestimmung von Gesamt-
Bilirubin in einer biologischen Probe nach der
Diazo-Methode bei stark saurem pH nach dem
Auto-blanking-Verfahren, dadurch gekennzeichnet,
dass ein oder mehrere Detergenzien der aligemei-
nen Formel | gemiiss Anspruch 1 verwendet wer-
den.

43. Verfahren zur Bestimmung von Gesamt-
Bilirubin in einer biologischen Probe nach der
Diazo-Methode bei stark saurem pH nach dem
Auto-blanking-Verfahren, dadurch gekennzeichnet,
dass ein oder mehrere Detergenzien gemiss Pate-
ntansprliichen 22-32 verwendet werden.

44. Verwendung eines Detergens der aligemei-
nen Formel | geméss Anspruch 1 in einem Verfah-
ren zur Bestimmung von Gesamt-Bilirubin nach der
Diazo-Methode bei stark saurem pH in einer
biologischen Probe.

45. Verwendung von einem oder mehreren
Detergenzien gem#ss Ansprlichen 22-32 in einem
Verfahren zur Bestimmung von Gesamt-Bilirubin
nach der Diazo-Methode bei stark saurem pH in
siner biologischen Probe.
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Abbildung 1
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Abbildung 3

Manuelle Methode: Uebereinstimmung mit Kontrollseren

Kontrollseren Erkldrter Wert Ergebnis
N <Roche> P 1833 1.2 - 1.4 - 1,6 1.50
P <(Roche> E 06L1 3.0 - 3.2 - 3.k 3.20
Moni~Trol I-E LTD 205 1.35- 1.46- 1.57 1.6
Moni~Trol II-E PTD 103 3.6 - 3.94- k.3 k.10
Velidate N 4993073 0.96~ 1.20~ 1.b4k 1.16
Validate A L662033 3.40- k.20~ 5.00 L1 ]
BIC 969 R - 18.6 —_gg_._g -22.2 20.20
Kontrollogen 613412 17.2 -20.2 -23.2 19.40
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(Diazotiertes 2,4-Dichloranilin)

Abbildung 6
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